原著 by 高林,克日己 et al.
〔千葉医学 58，355-364，1982J 
〔原著〕 抑制 T細胞抗原リセプターの解析
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旨
免疫応答を調節する抑制T細胞は，抑制因子と呼ばれる抗原結合分子とマウス H・2遺伝子複
合体の 1-J遺伝子産物 (1-J分子)の結合体を分泌することで抑制機能を伝達する。 この 2分
子はまた抑制T細胞の表面に抗原リセプターとして表現されると考えられている。従ってこれ
ら分子の細胞表面での表現様式を知ることは抑制情報の伝達機構の解明に重要である。
そこで抗原特異的抑制T細胞融合株を用いて細胞表面におけるこれら分子の細胞周期に伴な
要
T (C1-Jう動態と相互関係について，抗原あるいは 分子や 細胞抗原結合分子の定常位 ，，)に対
するモノクロナノレ抗体を用いて検討した。その結果抑制T細胞の抗原結合能， および細胞表面
の 1-J分子と抗原結合分子の表現様式はいずれもM期に最大となり S期において最小となうたー
またこれらより少し遅れるが， この細胞株の extractによる抑制活性もほぼ同様の変動を示し
た。 Fluorescenceactivated cel sorterを用いた実験で、も S期に比べてM期では細胞表面におい
てこれら 2分子が増加している結果が得られた。 また酵素抗体法を用いた電顕による観察でも 
M期の細胞表面に局在する 1-J分子および抗原結合分子を認めた。
以上のことから抑制因子を構成している 2分子は細胞表面にも存在することが証明され， 抗
原リセプターとして働いていることが強く示唆された。 このことはT細胞抗原認識構造の解析
に重要な知見をもたらしたと思われる。 
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識にあずかるT細胞抗原リセプターであるべ またT細
はじめに 胞抗原リセプターに対するモノクロナル抗体を用いた遺
生体の防禦機構を司どる免疫応答系の中で，その調節 伝学的な解析から，この抗原リセプターには定常部構造 
に重要な役割を果しているものに抑制T細胞がある九 (T cel receptor constant: Cτ)が存在し， それを支
この細胞は抑制T細胞因子(抑制因子)を分泌することに 配する遺伝子座はマウス第12染色体上の免疫グロプリン 
よってその機能を発揮することが知られているが2，3，へ H鎖遺伝子群に連鎖して存在することが明らかにされ
この因子は S・S結合で結ばれた2分子から構成されて た7川。 したがってT細胞抗原リセプターは免疫グ、ロプ
いる円 この 2分子のうち一つの分子は抗原結合基を有 リンの構造に類似して，大別すると二つの機能的ドメイ
し，免疫グロプリンH鎖V領域様の構造を持ち，抗原認 ン，抗原結合部と定常部から構成されると言ってよい。
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これに対しでもう一つの分子は 1-J分子とよばれ， マ
ウスの第17染色体上の H-2複合体 1-J亜領域によって
コードされているへ さてこれら 2分子は抑制因子を構
成する以外に，抑制T細胞表面にも存在していることが
明らかになった10)0 B細胞表面においては免疫グロプリ
ンが抗原リセプターとして働いていることから，これら 
2分子は抑制T細胞表面においては抗原認識にあずかる
構造単位として存在しているのであろうと考えられてい
る。したがって抑制T細胞表面の 2分子と分泌される抑
制因子の関係を知ることは，抑制機構の解明の上で非常
に重要である。ところが抑制T細胞はたとえ抗原刺激を
くりかえしても動物の牌細胞中にはごく稀にしか存在
しないために，抑制T細胞の単離・精製はほとんど不
可能であり， この種の研究は著しく困難をきわめてい
た1 )。この問題を解決したのが細胞融合技術を用いた，
機能を持ったT細胞のクローン化である 12，ω。この抑制 
T細胞融合株は持続的に抑制T細胞因子を産生している
ために，抑制因子を構成する抗原結合分子と 1-J分子の
細胞表面および細胞内での動態を免疫生物学的に，また
形態学的に調べることができる。
この論文では細胞表面上のこれらの 2分子の発現およ
び抑制因子産生の動態を細胞周期との関係において調
べ，さらに細胞表面のT細胞抗原認識構造の局在を超微
形態学的に観察した。
材料と方法
細胞
抗原 Keyholelimpet hemocyanin (KLH)で免疫し
た C57BL/6マウスの牌細胞と AKRマウス由来の胸
腺腫である BW5147とを細胞融合し，数度のクローニ
ングを行なって得た抗原特異的抑制T細胞融合株 (8C 
28株)を実験に用いた。 また対照として親細胞である 
BW 5147を用いた。この BW5147は佐賀医科大学渡辺
武教授より供与されたものである。
抗体
モノクロナノレ抗 1-J抗体 (H6: IgG~a) はマウス主要
組織適合抗原遺伝子座(H・2)のうち 1-J亜領域のみ異な
る B10. A (3 R)マウスの牌細胞 1Xl07個を経静脈的
に免疫した B 10. A (5R)マウスの牌細胞と BALB/c
マウス由来の形質細胞腫 P3U1とをポリエチレングリ
コーノレの存在下で、融合させて得られた融合細胞が産生す
る抗体である10)。これら融合細胞を BALB/cマウスの
腹腔に接種して産生された腹水中よりモノクロナル抗体
を得た。またT細胞抗原リセプタ一定常部と反応するモ
ノクロナノレ抗 C，抗体 (7C5;IgM)は次のようにして
得られた8)。免疫グロプリンH鎖近傍の遺伝子座だけを
異にする遺伝子組換えマワス CB20の牌細胞 1x107個
を BALB/cマウスに 1週間間隔で10回以上免疫した。
この BALB/cマウス牌細胞と P3U1とをポリエチレン
グリコールで融合させて得られた融合細胞を BALB/c
マウスの腹腔に接種し，ここで産生される腹水からモノ
クロナル抗体を得た。これら腹水を33.3%の塩析，透析
したのち電気泳動にてスポットのあることを確認した。
その後 DEAEカラムクロマトグラフィーあるいは等電
点沈澱法を用いてモノクロナノレ抗体を精製してから実験
に供した。 
Fluorescein isothiocyanate (F1TC)標識抗マウス免疫
グロプリン (M1g)抗体，および biotin標識ウサギ抗 
M1g抗体は， MIgで免疫した家兎より得た抗 M1g
抗体に F1TC，あるいは biotinを結合させ， O.OlM， 
pH7.2リン酸緩衝液で透析後使用した。
試薬
西洋わさびペノレオキシダーゼ (HRP)結合 avidinD 
は Vector社のものを使用した。また KLHは Behring
社のものを生理食塩水にて溶解させたものを用いた。 
Diaminobenzidine (DAB)溶液は0.05M，pH 7.6トリ
ス塩酸緩衝液20mlに4mgのDAB(Sigma)を加え，
更に 1% H202をO.lml加えて作製した14)。
ノイラミニダーゼ処理
抗原特異的抑制T細胞融合細胞 (8C28株) 1 X 107 
個/mlに対して20単位のノイラミニダーゼ (Behring社)
を加え， 370C の恒温槽内で70分間反応させた。その後 
Hanks液にて 3回洗浄し，実験に供した。
細胞傷害試験 
2段階法を用いて行なった。 すなわち， まず 4X104 
個の抑制T細胞融合株と100μg/mlのモノクロナル抗 1-J
抗体20μlを96穴のU底マイクロタイタープレート内で
室温にて30分間反応させ，一回洗浄したのち，補体とし
て8倍稀釈した 3週令家兎の血清20μlを加え， 45分間 
3rcで反応させた。そしてトリパンブルーによる染色
で200個中の死細胞数を算定した。細胞傷害活性は下記
の式に従って算出した。
細胞傷害率=
死細胞数 ~f在住経理整L二草剤里数一(坦塁壁2_ x100弘
総細胞数一死細胞数(対照群) 川
放射性ヨード結合法 
10μgの蛋白に対して100μCiの Nal251を1mg/mlの 
chloramin T の存在下で氷上で15秒間反応させ，結合
させた。その後 Na2S03でブロックした。
オートラジオグラフィーによる抗原結合試験
357 抑制T細胞抗原リセプターの解析 
抑制T細胞融合株2x105個を放射性ヨード (1251)を
標識した KLHと370C にて 2時間試験管内で反応させ
た。洗浄は仔牛血清濃度勾配法 (100%，75%，50%， 
0%仔牛血清)によって行ない，同一操作を 3度くりか
えしたのちスライドグラスに塗抹し， 95%メタノー ノレで‘
固定した。スライドはサクラ NRM-2エムルジオンで被
日間感光させた。現像14.，7で暗箱にて40C覆し，約 
したスライドは光学顕微鏡下で細胞に付着した感光銀粒
子(グレイン)数を算定し，抗原結合能を有する細胞数
を測定した。抗原の対照として， 同じく放射性ヨ}ド 
(1251)を標識した NP・MGG(4hydroxy-3・nitrophenyl 
acety l-mousegamma globulin)を用いた15)。
抑制因子活性の測定 
1 X101個 1mlの抑制T細胞融合株を10回凍結融解を
繰り返して物理的に破砕したのち， 高速遠心 10，000g， 
20分)を行なって可溶性抽出?夜、を作製したo そして 1x 
105個に相当する抽出液を，ジニトロフェニーノレ (DNP)
化した KLHで4週間前にあらかじめ免疫した C57BL/6
マウスの牌細胞 4X106個を用いた invitroの抗 DNP-
IgG抗体産生系に加えた。 これを 5日間培養し抑制活
性の強さを溶血班形成細胞数を算定することにより測定
した16)。
同調培養法 
5 x106個の抑制T細胞融合株を新鮮培養液下で 9cm
径のペトリディシュにて12時間培養したのち， 2.0mM 
の濃度でチミジンを加えて16時間培養した。その後8時
間チミジンを除いて培養し， さらに2.0mMのチミジン
添加培養液で16時間培養し，再びチミジンを除去して培
養を続行した11，18)。
細胞周期各時期の決定
細胞分裂期 (M期)の同定のためには，細胞数の変化
の他に crystalviolet染色によって分裂細胞数を測定し，
その数が 5%を超える時期をM期とした。 DNA複製期 
(S期)の同定のためには， 3Hを標識したチミジン(3H_ 
dT)を1時間パノレスしたのち， 放射活性のトリクロノレ
酢酸分画へのとりこみの最も高い時期の細胞を S期とし
た。 
Fluorescence activated cell sorter (F ACS)によ
る解析
まず 1x106個の抑制T細胞融合株の細胞を，500pg/ 
ml濃度のモノクロナノレ抗 1-1抗体あるいは抗 Cτ 抗体
と96穴U底マイクロタイタープレート内で 40Cで30分
間反応させた。 3回洗浄したのち， F1TCを標識したウ
サギ抗 M1g抗体と 40C で30分間反応させた。 再び 3
回洗浄して各検体につき 1X104個の細胞を FACSに
て解析した19，20)。使用機種は Becton心 ickinson社の 
FACS 1Vである。各抗体の対照としてそれぞれと同じ
アイソタイプで活性をもたないモノクロナノレ抗体のG5
とB4を，細胞の対照として BW5147細胞を用いた。
光学顕微鏡(光顕)および電子顕微鏡(電顕)的観察
酵素抗体法21L および avidin-biotin法を用いて以下
のごとく行なった。実験に用いた抗体及び avidinはい
ずれも直前に1O，000g1時間 40C で遠心して使用した。
また抗 M1g抗体はあらかじめ 1mlを2x108の抑制T
細胞融合株にて 1時間吸収操作をおこなってから実験に
供した。実験に用いた抑制T細胞融合株を2.0mMチミ
ジンで同調培養し， M期の細胞 1x106個を96穴U底マ
イクロタイタープレートに加え，これに 1mg/mlモノク
ロナノレ抗 1-1抗体あるいは抗 Cr抗体100μ1を30分間 
40Cで反応させた。 Hanks液で 3回洗浄ののち， 1mg/ 
ml biotin結合抗 M1g抗体 50μlを30分間 40C で反応
させた。次に 3回洗浄後200pg/mlavidin結合 HRP50 
plと30分間反応させた。 3回洗浄後 1% glutaraldehyde 
で5分間固定したのち洗浄し， DAB溶液で発色させた。 
3回洗浄して光顕下で観察してから， 2%オスミワム酸
で1時間 40Cにて後固定を行ない，エチノレアノレコー ノレで
脱水ののちエポンにて包埋した。超薄切片を作製し，これ
を無染色あるいは 1分間ウランにて単染色し，目立 HU-
12型電子顕微鏡で観察を行なった。抗体の対照として 
G5およびB4を，細胞の対照として BW5147細胞を
用いた。また電顕による一般的観察としては，培養細胞
を遠心し上清を捨てたのち0.1M，pH 7.2リン酸緩衡液
加 3% glutaraldehydeで60分， O.lMリン酸緩衡液加 
1%オスミウム酸で60分固定した。脱水，包埋し超薄切
片を作製ののち，ウラン，鉛の二重染色をおこなって， 
HU-12型電子顕微鏡で観察した。
結果 
1) 同調培養 
2.0mMチミジンを16時間加えることにより， S期の
開始期に同調された抑制T細胞融合株は，チミジンを除
いた conditionedmediumで培養を続けると S期に入
り，そして12時間後細胞数が急激に増加することから，
細胞が同調培養されて一斉にM期に入ったことが示され
た(図 1)。
そして，再びM期へ到達して細胞数が増加するのはさ
らに22時間後であった。これによりこの細胞の一周期は
約22日寺間であることがわかった。 
2) 細胞周期各時期の決定 
2回目のチミジン処理を除いて conditionedmedium 
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図1. S期同調培養による抑制T細胞融合株細
胞数の変化 
-1・ - 図 3.細胞表面における 1-}分子・抗原結合
分子と細胞内抑制因子活性の細胞周期に
おける変動
上段は 1-J分子，中段は抗原結合分子，下段は
抑制因子の変動を示す。 1-}分子， 抗原結合分
子の変動はほぼ閉じであれ細胞内抑制因子
時間遅2，.1期において最大となるのがMでは 
れるが，三者はいずれもM期において最大とな
り， s期に最小となることで共通している。中
段の NP-MGGは変化がなく細胞と結合して
いないことを示している。 
時間であることがわかった。また BW5147細胞につい
ても同様の実験をおこなったところ，この細胞の周期も 
図 2.同調培養細胞における細胞周期各期の同
定
細胞数の増加と分裂細胞数の増加からM期を同
定できる。またトリチウムラベルしたチミジン
のとりこみの上昇から S期を同定できる。そし
てこのM期と S期の聞を Gl期， s期とM期の
聞を G2期と同定した。 
に移したときを 0時間とし，これを S期の開始期として，
各時期を決定した(図 2)。細胞数の増加と分裂細胞の増
加を示すのは10湾問以後で、あり，クリスタノレバイオレツ
トで染色してみた分裂細胞の数が5%である時期をM期
とした。その後分裂細胞はほとんど消失して細胞数は増
加せず， トリチウムラベノレをしたチミジンのとりこみの
上昇が観察された。このとりこみは特に24日寺間後から28
時間後に高く， この間が DNA合成をおこすS期であ
ろうと考えられた。そしてこの実験からM期は 2ー  3時 
問， Gl期は10:1寺間， S期は 4-6時間， G2期は 6-8 
22時間でほとんど同一であった。 
3) 細胞表面の I-J分子の動態
前述の如く同定できた抑制T細胞融合株の細胞周期の
各時期における細胞表面の 1-J分子の変動をモノクロナ
ノレ抗 I-J抗体による細胞傷害活性で検討した(図 3上
段)。 この実験では同一時期の細胞を用意し全く同一条
件下で補体依存性の細胞傷害試験を行なった。ここでと
くに過剰の抗体を反応させた場合，細胞傷害活性に差異
が認められたときには細胞表面抗原の量的表現を反映す
るものと考えることができる。結果は図のごとく M期に
おいて最大となり 80%の細胞が傷害をうけた。この細胞
傷害活性は Gl期には次第に低下して S期に最小とな
り，全体の40%の細胞が傷害されるだけになった。そし
て G2期に再び徐々に増加しはじめ，、M期に急激に増
加した。 
4) 細胞表面の抗原結合分子の動態
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細胞各周期における抑制T細胞融合株の抗原結合能を
オートラジオグラフィーで検討した(図 3中段)。各時期
5 -phase 
の検体について 5枚の細胞塗沫スライド標本を作り，各 』 
スライドから500個ずつ計2500個の細胞上の感光銀粒子
数を数え 6個以上の銀粒子を持つ細胞を陽性細胞とし，
その陽性細胞の個数の百分率を表わした。その結果，抗
原 KLHに対する抗原結合能の変動は l-J分子の変動
@aE
ヨ ロ  
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之官  
とほぼ同様で、あることがわかった。 ~IJ ち M期には抗原
結合能は60%と最大になるが，以後は低下して S期とそ
の前後で、は最小の30%となった。これに対して対照とし
た抗原 NP・MGGは何らこれらの細胞に結合しなかっ 
た。 
5) 細胞内抑制因子活性の動態
細胞周期の各時期における抑制T細胞融合株の 1X 
105個に相当する可溶性細胞抽出液を DNP-KLHに対
する二次応答系に加えて溶血班形成細胞数を測定するこ
とによってその抑制活性の変動を検討した(図 3下段)。
抑制活性の度合は対照群と抑制因子を加えた実験群との
比で表わした。 
図のごとく抑制因子の活性は各細胞周期の細胞で著明
な差が認められた。特にM期の後半から急激にその活性
は増加し，最大80%の抑制率を示した。 Gl期に入ると
抑制活性はゆっくり減少し， s期の後半以降から Gl期
にかけて最小の40%になることがわかった。この抑制因
子の活性の動態は細胞表面の 1-J分子および抗原結合分
子の表現ノ々ターンに類似した。しかも 1-Jおよび抗原結
合分子の表現が最大になる時期よりもやや遅れて抑制因
子の活性は最大となった。 
6) FACSによる細胞表面上の 1-J分子と抗原結合
分子の半定量的解析
- e g
M-phase 
』 
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Fluorescence Intenslty 
a.細胞表面の l-J分子の表現を S期とM期
で比較した。太線がモノクロール抗 1-J抗
体と反応させた細胞群，細線は同じアイソ
タイプの対照の抗体 (G5)を反応させた
細胞群である。横軸右方ほど明るく染色さIい
れていることを示す。 S期では抗 l-J抗体
反応群は対照群と差をみないが， M期では
抗 1-J抗体反応群は対照群より大きく右
方へ偏位した。尚横軸の輝度は相対的なも
のであり， s期とM期では比較できない。 
5 -phase 
A w a g a z = @ Q @
S@
M-phase 
同調培養したS期およびM期の抑制T細胞融合株を，
モノクロナノレ抗 l-J抗体あるいは抗 Cr抗体ど反応さ
せて FACSを用い細胞表面の 1-J分子と抗 C-r抗体
で認識される抗原結合分子の量的な比較を行なった(図 
4)。一検体の細胞測定数は 1X104個であり図は抗体
を介して細胞に結合した F1TCの輝度と細胞数の関係
を示したものである。そして横軸右方の細胞ほど大量の 
F1TCで染色され， 明るいことを示している。 抗 1-J
抗体と反応させた細胞群の示すパターンは S期においセ
全く対照群と一致するが， M期ではそのパターンは対照
群に比し右へ大きく偏位した。 このことから S期には 
FACSで検出できなかった 1-J分子がM期になると細
胞表面に増加してくることが明らかとなった。またモノ
クロナ/レ抗 Cτ 抗体と反応させた細胞群の示すノfターン
もS期巳おいては対照群との差は小さいが， M期になる
Fluorescence Intensity 
b.細胞表面の抗原結合子の表現を S期とM期
で比較した。太線がモノクロナ/レ抗 Cτ 抗
イ本と反応させた細胞群，細線は同じアイソ
タイプの対照の抗体 (B4)を反応させた
細胞群である。 S期では両者の差は小さい
が， M期では抗 Cτ 抗体反応群は右方へ偏
位し，明るく染る細胞が増加 Lている。
図 4.FACSによる細胞表面上の 1-J分子と
抗原結合分子の半定量的解析 
とパターン全体が右方へ偏位して明るく染る細胞数の増
大がみとめられた。即ち，細胞表面の 1-J分子と抗原結
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合分子はともにM期に多く， S期に少ないことが FACS
による半定量的方法によっても示された。 
7) 抑制T細胞融合株の電顕的観察
培養液の液替え12時間後の viahilityの良い抑制T細
胞融合株と親細胞 BW5147を電顕にて観察した。その
結果，抑制T細胞融合株の大きさは個々の細胞間でかな
り差があり，通常は直径10μm前後であるが， 20μmに
達するものもみられた。そしてこれらの細胞の微細構造
には亜株によって大きな差異があることもわかった。即
ち， BW 5147や多くのT細胞のように細胞質に乏しい
細胞株もみられるが，なかには粗面小胞体の発達してい
る細胞やゴノレジ装置の豊富な細胞もみられた。またしば
しば typeC ウイノレスと思われる小粒子が細胞の内・外
に認められた。 
8) 酵素抗体法による 1-J分子・抗原結合分子の形

態学的検索

抑制T細胞融合株を同調培養してM期の細胞を集め，
この細胞にモノクロナル抗 1-J抗体， あるいは抗 Cr
抗体のどちらで反応させたときでも細胞表面に反応産物
が認められた(図 5と6)。
光顕下では約70%の細胞の辺縁が陽性に茶褐色に染色
された。さらにこれを電顕にて観察することにより，細
胞膜外側に局在する電子密度の高い反応産物を認めるこ
とができた。しかしこれらは細胞周辺に部分的あるいは
斑状に存在しており，全周にわたって連続的に染色され
るような細胞はみられなかった。そしてゴノレジ装置など
細胞内小器官とこれら反応産物の聞に特別な位置関係は
認められなかった。一方3rcで抗体を反応させて同様
の観察をおこなった場合でも， uropod状の細胞や ca-
pping像はみられなかった。更に同調培養を行なってい
ない細胞を対象としたときや， avidin-biotin法のかわり
に抗 MIg抗体に直接 HRPを結合させたものを第2
抗体として用いたときは，染色される細胞は認められな
かった。
考察
今回の実験により，向調培養した抑制T細胞融合株の
細胞表面における 1-]分子と抗原結合分子の表現は細胞
周期によって特徴的な変動をしていることがモノクロナ
ル抗体を用いた細胞傷害試験，オートラジオグラフィー
による抗原結合試験，および FACSによる半定量的解
析から明らかにされた。抑制因子を構成するこれら 2分
子の細胞周期による変動様式はほぼ同様であり， M期に
おいて最大となり S期において最小となるカーブを描
く。このことはこれら 2分子が細胞表面において何らか
の関連をもって存在していることを強く示唆するもので
ある。さらに抑制活性を伝達する抑制因子の機能もやは
りM期の後半で最大になる。抗原結合分子および 1-]分
子を最大表現する時期よりも 1-2時間遅れて抑制活性
が最高のピークを迎えることから， 1-]分子と抗原結合
分子はほぼ同時期に細胞内で合成され，あるものは細胞
表面で抗原リセプターとなり，あるものは細胞内で抑制
因子を構成して分泌されるので、はないかと考えられる。
免疫担当細胞の蛋白合成と細胞周期の関係については
いくつかのことが知られている。たとえばヒトのリンパ
系細胞では細胞周期における免疫グロプリンの合成は 
Gl期から S期に限局していることが報告されており 22九
またT細胞の分泌する T cell growth factorは Gl期
のはじめに分泌されることが知られている23)。これに対
して同調された preB細胞株では lipopolysaccharide 
(LPS)刺激を Gl-S期にうけると， M期から Gl期に
かけて細胞表面に 19Mの出現することが知られてい
る24)。
このように一般に細胞内蛋白合成は，その蛋白質の種
類によって細胞周期との関係は著しく異なっている。そ
して今回の実験からT細胞抗原リセプターではM期にそ
の表現が最大となることがわかった。しかしM期には蛋
白合成は一般に行なわれないので， 1-]分子と抗原結合
分子はM期に合成されるのではなく，既にら期に細胞
内で作られたこれら 2分子がM期に細胞表面に運搬され
るのであろうと推論される。いずれにせよ抑制因子を構
成する 1-]分子と抗原結合分子が全く同じ動態をとって
いることは，それらが細胞表面上のT細胞抗原認識構造
単位として機能していることを示しているといって良い
と思われる。
一方血清学的に同定された抑制T細胞融合株細胞表面
の1-]分子・抗原結合分子の存在を，モノクロナノレ抗体
による酵素抗体法を用いた電子顕微鏡的検索を行ない，
形態学的にも証明した。これはT細胞抗原リセプターを
形態学的手法を用いて証明した最初の例である。これら
の分子はもともと量的には極めて少なく，通常の材料と
方法ではその検出が不可能であった。これを可能にした
こととして， 1)抑制T細胞融合株を用いたこと， 2)細
胞周期間調培養によってリセプタ一分子の表現が最大と
なる時期の細胞を用いたこと， 3)これらの分子の同定
細胞抗4) T>，25法を用いたことavidin-biotinのために 
原認識構造を構成するポリペプチド鎖に対するモノクロ
ナル抗体を用いたことが挙げられる。 Avidin-biotin法
では， biotinは卵白の成分である avidinと強い親和性
をもって特異的に結合するために，あらかじめ抗体に
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図 5.モノクロナル抗 C，抗体と反応させた抑制T細胞融合株の電顕像 
a. 細胞膜の外側に不連続に反応産物を認める(矢印)0 
b. その拡大像 (14.400倍)
(ウラン単染色 6，400倍)， 
図 6.モノクロナ/レ抗 1-]抗体と反応させた抑制T細胞融合株の電顕像 
a. 図7と同様に細胞膜の外側に不連続に斑状の反応産物を認める(矢印)0(ウラン単染色 
b. その拡大像 (19，300倍)
9，000倍) 
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biotinを， HRPに avidinを結合させておくことによ
り，抗体に多数の HRPを結合させることができる。
従ってこの抗体を第2抗体として用いれば，感度は二抗
体法よりも更に増幅し，第 1抗体の感度を数十倍にする
ことが可能となる。またモノクロナノレ抗体の応用は，こ
れらの分子のような微量と思われる物質を形態学的手法
で同定するのにもきわめて有用である。一般に，同定し
たい物質が微量なときには，通常の抗体では抗体自身の
不均一性から生ずる非特異的な反応が重なるために，僅
かな対照との差を認識することが困難となる。しかしこ
のような場合でも， モノクロナル抗体で、はそれが単一 
determinantのみを認識する純度の高い抗体であるため
に，僅少な差を認識することが可能となるのである。ま
た monoclonal抗 1-]抗体との反応の前に，細胞をあ
らかじめ neuraminidaseにより前処理しているが，こ
の処理によりシアノレ酸を分解して細胞表面の糖鎖を切断
することで，糖鎖中に埋もれていると考えられる 1-]分
子の同定を容易にすることができる。一方 monoclonal
抗 Cτ 抗体においては neuraminidase処理を行なわな
くても検出が可能であったため，同処理は行なっていな 
11¥0 
さて以上の結果明らかにされたことは，抗原結合分子
も1-]分子も細胞表面のごく一部に部分的，散在性に局
在しており，全周性に一様に存在するような結果は認め
られなかったことである。実験はどCでおこなわれて
おり，分子運動による patchingは抑止し得ないが ca-
ppingは起らないと考えられる加ので，ここでみられる
部分的な局在は cappingによるものではないといえる
であろう。これはまた uropod状27)の形状を示す細胞を
認めないことや細胞内小器官(特にゴノレジ装置)との相
関仰をみないことなどからも示される。また同じ条件で 
B細胞上の免疫グロプリンリセプターを電顕で形態学的
に検出するとほぼ全周性に認められるのに対して，抑制 
T細胞融合株におけるこれら 2分子は，従来の二抗体法
でおこなった場合や，同調培養を行なっていない細胞を
試料として用いたときには電顕的な検出が困難であっ
た。これらのことから考えて定量的な判断はで、きないと
しても，これらの分子はB細胞上の免疫グ、ロプリンより
は，はるかに少ないであろうということが容易に想像さ
れる。そして実際にこれら分子がどれだけ存在するのか
を定量するためには，オートラジオグラフィ _29)，その
他の方法による今後の検索が必要となろう。
本論文では細胞表面上の抗原結合分子と 1-]分子の動
態が同一であることを示したが，これら 2分子が結合し
ているのかあるいは独立に存在しているのか等の点につ
いては未解決のままである。これらの問題を解決するこ
とによって細胞表面上のT細胞抗原認識の分子構造を明
確にすることが可能であり，このことは免疫応答調節の
分子機捕を解明する重要なステップとなろう。
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SUMMARY 
Antigen-recognition units on suppressor T cells 
were analysed by using T cell hybridoma pro-
ducing soluble factors that suppress the antibody 
formation in an antigen-specific way. The sup-
pressor factor was found to be composed of two 
polypeptide chains; antigen-binding molecules 
with constant region determinant (C，) and 1-] 
encoded products. These two molecules were 
also found to be expressed on the cell surface 
and to serve as the antigen recognition units on 
suppressor T cels. The expression of the re-
cognition units totally depends upon cell cyc1e 
and correlates with the expression of the sup-
pressor activity. The expression of 1 -]products 
and antigen-binding molecules quantitatively in-
creased and reached maximum in M phase，whi1e 
it became minimum in S phase as determined by 
cytotoxic test，radioautography，or fluorescence 
activated cell sorter (F ACS) using monoclonal 
anti-I-] or anti-Cr. Similarly the maximum sup-
pressor activity was obtained from the extract of 
the cells in the late stage of the M phase， whe-
reas no significant suppression was obtained from 
that of the cells in S and G2 phases. The dis-
tribution pattern of the antigen-recognition units 
on the cell surface was local but not diffuse as 
visualized by immuno・cytochemicaland immuno-
electron micrcscopic methods. 
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